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A process is disclosed for determining the phototoxicity and/or photosensitivity of substances or substance mixtures, 
involving putting the chemical substance or substance mixture into contact with a non-human vertebrate embryo or 
tissues or tissue components of a vertebrate embryo, except for human skin cell cultures, whereby, following the 
contact, there is also a treatment with electromagnetic radiation ranging from 1 mm to 200 nm, followed by evaluation 
of the pathology of the embryo, tissue or cell; also disclosed is the use of a non-human vertebrate embryo or tissues or 
tissue components of such an embryo, except for human cell cultures, for purposes of determining the phototoxicity 
and/or photosensitivity of chemical substances/substance mixtures 
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(§) Verfahren zur Bestimmung der Phototoxizitat und/oder Photosensibilitat von Stoffen oder Stoffgemischen 
sowie dessen Verwendung 

(g) Offenbart wird ein Verfahren zur Bestimmung der Photo- 
toxizitat und/oder Photosensibilitat von Stoffen oder Stoff- 
gemischen, umfassend die Kontaktierung des chemischen 
Stoffes oder Stoffgemisches mit einem Wirbeltierembryo 
oder G ewe ben oder Gewebebestandteilen eines Wirbehie- 
rembryos, wobei nach der Kontaktierung zusatziich eine 
Behandlung mh einer elektromagnetischen Strahlung im 
. Beretch von 1 mm bis 200 nm erfolgt sowie die nachfolgende 
Beurteilung der Embryo-, Gewebe- oder Zellpathoiogie 
sowie die Verwendung eines Wirbeltierembryos oder G ewe- 
ben oder Gewebebestandteilen eines solchen Embryos zur 
8estimmung der Phototoxizitat und/oder Photosensibilitat 
von chemischen Stoffen/Stoffgemischen. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung der Toxizitit elektromagnetischer Strahlung, der 
Phototoxizitat, und/oder PhotosensibflitSt von Stoff en oder Stoff gemischen sowie dessen Verwendung. 

Unter Phototoxizitat im Sinne der vorliegenden Erfindung versteht man eine durch elektromagnetiscbe 
Strahlung im Bereich von 1 mm bis 200 nm hervorgerufene Schadigung der Lokalvertraglicbkeh durch die 
Einwirkung von Infrarot-, sichtbarer und UV-Strahlung. 

Insbesondere versteht man unter einer phototoxischen Reaktion eine durch die Bestrahlungsenergie und/oder 
sensibilisierende Substanzen, die exogen oder endogen in die Haut gelangen, zu einer Photodermatose fuhren. 
Hierbei absorbieren derartige phototoxische Substanzen nicht nur UV-Strahlung, sie kdnnen durch diese auch 
chemisch verandert werden. In Abhangigkeit von ihrcr chemischen Struktur sind sie in verschiedenen Strah- 
lungsbereichen absorptionsfahig. Es wird angenommen, daB zwischen der Menge an Strahlungsenergie und der 
von ihr getroff enen Substanz eine entsprechende Korrelation besteht Wenig Energie und viel Substanz haben 
die gleiche Wirkung wie wenig Substanz und viel Strahlungsenergie. Bei einem maximalen Aufemandertreffen 
beider Reaktkmsparameter wird die phototoxische Reaktion besonders intensiv sein. Eine phototoxische Reak- 
tion tritt in der Regel etwa 8 bis 12 Stunden nach der ersten Exposition auf. Mitunter kann dies auch frflher der 
Fall sein. Obliche Symptome sind eine sehr starke Rdtung verbunden mit Blasenbildung und einer spater 
eintretenden postinilammatorischen Pigmentierung. Selbst ein Sonnenbrand kann als phototoxische Reaktion 
angesehen werden. 

Unter einer photoaflergischen Reaktion versteht man im Gegensatz zu einer phototoxischen Reaktion eine 
solche Reaktion die bereits auch bei leichterer Strahlung und wenig aktivierWer Substanz auftritt Diese ist 
auch nicht dosisabhangig. Der Mechanismus ist hier wie bei der Allergic, wobei die durch die Strahlung 
veranderte Fremdsubstanz zum Hapten werden kann, das sich mit dem Protein zu einem Allergen ausbfldet Die 
Erscheinung einer photoaflergischen Reaktion manifestiert sich meist ekzematds. Sie tritt 48 bis 72 Stunden ab 
Beginn der Sonnenexposition auf. Entsprechend dem Entstehungsmechanismus einer Allergie tritt sie nie nach 
der ersten Exposition auf, da ja diese erst zur Bildung von Antikdrpern ffihrt Photoallergische Reaktionen sind 
nicht auf die von der Strahlung exponierten Hautteile beschrankt Sie treten im Sinne eines Streuphanomens 
auch an anderen, nicht bestrahhen Kdrperteflen auf. Das Aktbnsspektrum ist gegemlber dem Absorptionsspek- 
trum eher in den langwelligen Bereich verschoben. Besonders problematisch sind photoallergische Allergien als 
Reaktion auf chemisch verwandte Substanzen, wie beispielsweise Parastoffe. Die am Phenylring in Parastenung 
substituierte Amino-, Hydroxy- und Nitrogruppe ist das strulrturtechnische MerkmaL 

Es ist bereits bekannt, daB HQhnerembryos eingesetzt werden, urn die toxikologischen Eigenschaften von 
Prttfsubstanzen zu untersuchen. Zumeist werden die Substanzproben zu diesem Zwecke fiber das extraembryo- 
nale Blutgef aBsystem dem Embryo zugefuhrt. 

Zwei wissenschaftliche Verdffentlichungen aus der jfingsten Literatur seien steflvertretend fur die gelaufige 
Anwendung des HQhnerembryos als ModeOsystem phannakologischer (Roberts, WXx. und Hasan, T. CANCER 
RESEARCH, Band 52, 924 bis 930,1992) oder toxikologischer Testreihen (Goldberg, SJ„ Dawson, B.V, Johnson, 
PD, Hoyme, RE und Ulreich, J.B, PEDIATRIC RESEARCH, Band 32, 23 bis 26,1992) genannt 

In der Veroffentlichung von Roberts und Hasan werden die pharmakologischen/ pharmakotopologischen 
Eigenschaften photodynamischer Agentien in proBferierenden vaskularen bzw. nonvaskul&ren Geweben des 
HQhnerembryos beschrieben. Die Hfihnerembryogenese dient als Modellsystem fur die Angiogenese in soliden 
Tumoren. 

Die Vereffentlichung von Goldberg und Mharbehern beschreibt dagegen den Eansatz des Huhnerembryos als 
Methode, die Teratogenizitat von Substanzen, insbesondere von Dichlorethylen, zu uberprilfen. Durch die 
vorgenannten Verdffentlichungen wird aflerdings weder vorbeschrieben noch nahegelegC phototoxische und/ 
oder photosensitive Substanzen am HQhnerembryo zu untersuchen. 

Fur die Untersuchung von potentiell phototoxischen bzw. photosensmven Substanzen stehen bisher nur ein 
Tiermodell oder Zellsysteme zur Verffigung. 

Beim Tiermodell handelt es sich um den "Draize-Test", der die Reizreakdon der phototoxischen Substanzen 
am Kanmchenauge erfaBt Seine Anwendung wird nicht nur unter Kostengesichtspunkten, sondern insbesonde- 
re auch unter dem Gesichtspnnkt des Tierschutzes begrenzt 

Die vorhandenen Zellsysteme, d. h. Bakterien-, Hefe- und andere EukaryontenzeDen, sind gleichfalls ab 
Modelle fur PhototoxizMt unbefriedigend, weil sie die physiologischen Rahmenbedmgungen des phototoxi- 
schen bzw. photos ensitiven Substanzverhaltens nur unzureichend nachstellen kdnnen. 

Der vorliegenden Erfindung Kegt die Aufgabe zugrunde, ein technisch einfach gestahetes Verfahren ffir den 
Test von potentiell phototoxischen Substanzen zu schaff en, das einersehs die physiologischen Gegebenheiten an 
der Haut berUcksichtigt und anderersehs auch zukunftigen gesetzgeberischen Vorhaben und ethischen Anforde- 
rungen genfigt Diese Aufgabe wird durch die Merkmale von Anspruch 1 geldst 

Die vorliegende Erfindung betrifft somh einerseits ein Verfahren zur Bestimmung der Phototoxizitat und/ 
oder Pnotosensftflitat von Stoff en oder Stoffgemischen, umfassend die Kontaktierung des chemischen Stoff es 
oder Stoffgemisches mit dem Wirbeltierembryo oder Geweben oder Gewebebestandteflen eines Wirbeltierem- 
bryos, wobei nach der Kontaktierung zusatzhch eine Behandlung mh UV-Strahlung erfolgt, sowie die nachfol- 
gende Beurteilung der Embryo-, Gewebe- oder Zellpathologie. 

Nach einer bevorzugten Ausfuhrungsform des vorliegenden Verfahrens werden vor der Kontaktierung Eier 
der Klasse Aves, d. h. Vogel inkubiert, die dann, zu einem spateren Zeitpunkt nach der embryonalen Gastrula- 
tion, einen Tefl des EiweiBes fiber wenigstens eine Offming aus dem Ei entfemt werden und gegebenenfalls eine 
wehere Inkubation erfolgt und eine weitere Ofraung aus dem oberen Bereich der Eischale fur die Bestrahlung 
vorgesehen ist 
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Obgleicfa grundsatzlich ein beliebigcs Wirbeltierembryo oder ein Gewebe oder em Gewebebestandteil eines 
Wirbeltierembryos eingesetzt werden kann, hat es sich a us praktischen Griinden als sinnvoll erwiesen, vorzugs- 
weise inkubierte Eier der Klasse Aves, also Vogel, einzusetzen. Beispielhah seien bier genannt die entsprechen- 
den Eier von StrauBen, Nandus, Emus, Kiwis, SteiBhuhnem, Huhnervdgeln, Hoazinen, Kampfwachteln,Tauben, 
Flughuhnern, RaDen, Blatthuhnchen, Kranichen, Trappen, Mowen, Wattvogel AJkea Seetauchern, Lappentau- s 
chern, Pinguinen, Sturmvdgem, entenartigen Gansevogeln, RuderfOBlern, Schreitvogeln, Flamingos, Tagraubvo- 
geln, Kuckucken, Turakus, Papageien, Racken, Eisvogeln, Bienenfressern, Widehopfen, NaBhornvdgeln, Eulen, 
Ziegenmelkern, Seglero, KoBbries, Mausvogeto, Trogons, Pfefferfressern, Bartvogeln, Honiganzeigero, Spech- 
ten und Sperlingsvogeln. Besonders bevorzugt ist es, als inkubierte Vogeleier Eier der Gattung Gallifonnes, d h. 
Huhnervogel, einzusetzen, worunter insbesondere Eier der Spezies Gall us bzw. auch Truthihne oder Puter 10 
fallea 

Die Dauer der Inkubation hangt ublicherweise von der Entwicklungszeh des jeweiligen Embryos ab. 

Nach einer bevoizugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung wird nacb der ersten Inkubierung der 
Eer das Ei auch mit wenigstens einer Offnung versehen. Diese Offnung ist vorzugsweise so ausgestaltet, daB sie 
wenigstens eine GrdBe aufweist, daB durch die Offnung ein Tefl des EiweiBes entfemt werden kann. Dies 15 
geschieht vorzugsweise in der Art, daB mittels einer Absaugvorrichtung, vorzugsweise einer Pipette, wie 
beispielsweise einer Eppendorf-Pipette, ein Tefl des EiweiBes, vorzugsweise 5 bis 10 ml des vorhandenen 
EiweiBes, entfemt wird. 

Im AnschluB an die Absaugung erfolgt eine weitere Offnung im oberen Bereich der Eierschale, urn spater eine 
Bestrahlung durchfuhren zu konnen. Dies geschieht im allgemeinen in der Weise, daB mit Hilfe einer mechani- 20 
schen Vorrichtung eine weitere nun groBere Offnung in die Eierschale eingefugt wird, was beispielsweise durch 
eine scharfe Schneide- oder FraBvorrichtung geschehen kann, Im AnschluB an die Anbringung der weheren 
Offnung im oberen Bereich der Eischale wird diese Offnung wieder verschlossen und das Ei zuruck in den 
Inkubator gegeben. Fur das VerschlieBen der Offnung verwendet man ein Gbliches VerschhiBmittel, wobei es 
bevorzugt ist, beispielsweise eine Folie aus einem metallenthahenden oder aus einem organische Materialien 25 
enthaltenden Material zu verwenden. Beispielhaft seien hier Folien aus Kunststoff, Aluminium oder Verbundfo- 
lien genannt, ebenso wie entsprechende Wachspfropfea Daraufhin wird gegebenenfalls wiederum eine Inkuba- 
tion durchgefQhrt 

Im AnschhiB an diese Inkubation werden vorzugsweise am vierten Tag der BebrOtung die zu testenden 
Substanzen aufgebracht, wobei es sich bei diesen chemischen Stoffen/Stoffgemischen um biologisch aktzve 30 
Substanzen, beispielsweise Kosmetika, Phannazeutika, Herbizide oder Insektizide, handeln kann. Weiterhin 
Vfl Tin e$ sich bei diesen chemischen Stoffen/Stoffgemischen auch um lichtschutzstoffe fur technische Erzeugnis- 
se so wie fur kosmetische und pharmazeutische Znsam m ensetzungen handeln, welche auch unter dem Namen 
UV-Filter bekannt sind. 

Die Behandlung des mit dem chemischen Stoffe oder Stoffgemisch behandelten Embryo oder Geweben oder 35 
Gewebsbestandteflen dieses Embryos erfolgt ubhcherweise mit einer elektromagnetischen Bestrahlung im 
Bereich von 1 mm bis 200 nm, worunter man normalerweise den Bereich der Infrarotstrahlung, der Strahlung 
des sichtbaren Iichtes und der LTV- Strahlung versteht 

Bevorzugt ist es allerdings, daB die Behandlung mh einer UV-Strahlung einer Wellenlange kleiner als 400 nm 
erfolgt, insbesondere mit Wellenlangen zwischen 250 und 400 nm, d. h. meistens mit einer UV-A-Strahlung einer 40 
Wellenlange zwischen 315 und 400 nm, alternativ einer UV-B-Strahlung einer Wellenlange von 280 bis 315 nm. 

Nach einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform erfolgt die vorbeschriebene Behandlung mit der elektro- 
magnetischen Strahlung im Infrarotbereich in an sich bekannter Art mit Infrarotstrahlern, ebenso wie man im 
sichtbaren Bereich entsprechende Wellenlangen uber Farbfflter oder ein Prisma einsteUen kann Fur den Bereich 
der UV-Strahlung existieren zahlreiche Strahlungsquellen, wie beispielsweise Quecksilberdampfstrahler, Xe* 45 
non-Hdcbstdruckstrahler, Natriumdampflampen, Wasserstoff- bzw. Deuteriumlampen sowie Niederdrackentfa- 
dungsrohre mh Edelgasfuflungen. Dariiber hinaus werden als UV-Strahler auch Wolframlampen bzw. Halogen- 
lamp en eingesetzt ebenso wie entsprechende Laser. 

Sofero UV-Strahler eingesetzt werden, wird Gblicherweise eine Bestrahlungsstarke von 1 mj/cm 2 bis 100 
J/cm 2 eingesetzt Der obere Wert entspricht der maadmalen UV-B-Dosis, der untere Wert der mmimalen 50 
UV-A-Dosis. Bevorzugt ist der Einsatz von 5 bis 10 J/cm 2 UVA, insbesondere 5 J/cm 2 

Die erfindungsgemafle Kontakn'erung des chemischen Stoffes mit den Geweben oder Gewebebestandteilen, 
vorzugsweise der chorionallantoischen Membran, insbesondere der DottersackgefaBmembran, des Embryos 
erfolgt entweder sofort oder diese Kontaktierung kann auch bis zu 24 Stunden betragen. 

Nach einer bevorzugten Aiisfuhrungsform erfolgt die Beurteilung der makro- und/oder mikroskopischen 55 
Embryonalpathologie wiederum entweder sofort oder innerhalb eines Zeitraums bis zu 24 Stunden, vorzugswei- 
se aber nach 5 min bis zu 24 Stunden. Im Rahmen der vorgenannten Beurteihing der makro- und/oder mikrosko- 
pischen Embryonalpathologie wird entweder der Tod des Embryos, die Hamorrhagie, die Membranverfarbung 
oder die Gewebe- bzw. Zellpathologie fiberpruft Der vorliegenden Erfindung liegt weiterhin die Aufgabe 
zugninde, ein Wirbeltierembryo, ein Gewebe oder ein Gewebebestandteil eines solchen Embryos zur Bestim- 60 
mung der Phototoxizitat und/oder Photosensibilitat von chemischen Stoff en/Photogemischen einzusetzen. 

Die vorliegende Erfindung wird nachfolgend durch Ausfuhrungsbeispiele naher ertautert Hierbei beziehen 
sich %- Angaben jeweils auf Gew.-%. 

Zur Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens wurden zwei Verbindungen mit wohlbekannten pho- 
totoxischen Eigenschaften eingesetzt, das 8-Methoxypsoralen und das Hema to porphyrin. Das Promethazin und 65 
das Ciprofloxazm wurden eingesetzt um die phototoxischen Eigenschaften mittels des erfmdungsgemaBen 
Verfahrens zu beurteilen. 

Hierzu mufite zunachst eine nicht-toxische Konzentration der vorgenannten Substanzen und eine nicht-toxi- 
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sche Dosis UVA-Strahlung experimentell defmiert werden. Insofern wird das erfindungsgemaBe Verfahren 
Shnlich durchgefuhrt wie der HGhnereitest selbst und dient zur Bestimroung der nicht-toxischen Wirkdosis einer 
Testsubstanz. In einem Vorversuch wurde herausgefunden, daB eine UVA-Strahlung von 5 J/cm 2 keine makro- 
skopischen patbologischen Effekte auf den Eidottersack ausubt Beim erfindongsgemiBen Verfahren wurde eine 
lOfach leichtere Konzentration eingesetzt, urn eine nicht-toxische Wirkdosis der Testsubstanz an dem Eierdot- 
tersack anzuwenden und toxische Reaktionen sicher auszuschliefien, Nur in einem Fall d L in Gegenwart von 
Qprofloxazin, wurde eine nicht-toxische Konzentration eingesetzt, die klinisch fur intravendse Injektionen 
eingesetzt wurde. 

Die zweite Stufe des erMndungsgemafien Verfahrens ist eine Bewertung im Sinne eines 2x2 faktorieiien Test 
Designs mit den Faktoren "Bestrahlung'" und "Substanz Applikation n und den Stufen "ja" und *nem", wie aus der 
nachstehenden Obersicht ersichtlich. 



Substanz Applikation(nicht toxische Konzentration) 
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Innerhalb einer Dauer von 24 Stunden wurden folgende Parameter ausgewertet Der Tod des Embryos, die 

25 halbquantitative Membranverfarbung und die Hamorrhagie. Dies' wurde wie folgt durchgefQhrt Befruchtete 
weiBe Langhorneier (der Sorte Shaver Starcross 288 A, Lohmann Tierzucht GmbH, Cuxhaven, Deutschland) 
wurden in einer horizontalen Position in einem ttblichen Inkubator bei 37,5° C und 65% relativer Luftf euchtigkeit 
inkubiert Nach einer 3-tflgigen Inkubation wurden alle Eier durchleuchtet, urn solche auszuordnen, die defekt 
waren. Ohne die Membranschale zu verletzen, wurde ein Loch in die Schale gebohrt, durch die 5 ml EiweiB 

30 abgezogen wurden, um das Embryo and den ihn umhullenden Eidottersack zu erniedrigerL Daraufhin wurde ein 
1^x2,5 cm groBes Fenster aus der Eischale herausgesagt Die Eier wurden mit einem entsprechend groB 
geformten Wachsst&ck bedeckt und zuruck in den Inkubator gegeben. An Tag 4 der Inkubation wurden nur 
solche Eier mit normal entwickeiten Embryos und BIutgef&Bsystemen zum Test eingesetzt 
Die folgenden Testsubstanzen wurden appliziert: 8-Methoxypsoralen (8-MOP) 10" 3 molar in physiologischer 

35 Kochsalzlosung, Hematoporphyrin 10~ 5 molar ebenfaHs in physiologischer Kochsalzldsung (0,9%-ige Natrium- 
chloridlosungX Promethazin 10~ 3 molar in physiologischer Kochsalzldsung und Qprofloxazin 6,035 x 10~ 3 
molar in physiologischer Kochsalzldsung. Fur jede Testsubstanz wurde das 2x2 faktorielle Test Design verwen- 
det Jedesmal wurde zu einer Probe von 12 Eiern 500 ul der Testsubstanz mittels einer Eppendorf- Pipette 
appliziert und daraufhin mh einem 5 J/cm 2 UVA-Strahler (320—420 nm. Philips TL 09/40W, Hamburg, Deutsch- 

40 land) bestrahlt JeweOs 12 Eier dienten als Vergleich ohne Substanz, denen 500 ul physiologische Kochsalzldsung 
bzw. 500 ul physiologische Kochsalzldsung in Verbindung mh einer 5 J/cm 2 UVA-Bestrahlung ausgesetzt 
wurden. Eine Bewertung erfolgte unmittelbar danach sowie 5,15, 30 und 45 min bzw. 1, 2, 4, 6, 840 und bis zu 24 
Stunden nach der Bestrahlung. Wahrend dieser Zeh wurde der Tod der Embryos und halbquanthativ anhand 
einer 4-Punkt-Skala die Membranverfarbung und die Hamorrhagie bestimmt 

45 Hierbei wurde folgende Klassifikation eingesetzt: 

Stufe 0: keine sichtbare Membranveifarbung/Hamorrbagie 

Stufe 1 (leicht): gerade sichtbare Membranverfa^ung/Hamorrhagie 

Stufe 2 (mhteQ: sichtbare Membranverfarbung/Hamorrhagie, Strukturen sind teilweise verschwommen 
Stufe 3 (schwer): sichtbare Membranverfarbungen/Hamorrhagie, Strukturen sind vdllig verschwommen. 

50 Die vorgenannteu Veranderungen wurden mittels eines Makroskops Typ M 420 der Fmna Leitz MeBtechnik 
GmbH, Wetzlar, Deutschland aufgezekhnet Um die Folgen statistisch analysieren zu kdnnen, wurden nicht 
parametrische Tests eingesetzt Fur die Membranverfarbungsparameter und die Hamorrhagie wurde der Kon- 
tingenztaf eltest fur spezaeUe Klassen (eine Version des Kraskal-WaJlis Testes, modifizicrt fur geordnete Katego* 
rien) eingesetzt Die Todesraten wurden mittels des Fisher Kontingenztaf eltests analysiert FolgGch wurden fur 

55 jede Verbindung drei statistische Tests berechnet Unter Berucksichtigung der Anzahl der Tests und um die 
vermehrte Wahrscheinlichkeit, ein signifikantes Ergebnis zu finden, zu kompensieren, wurde der a-Level ange- 
paBt (a*). Folgiich wurde jeder der drei Einzehests bei einem Signifikanzwert von a*— 0,0513, dh. 0,0167, 
durchgeftihrt 

eo ERGEBNISSE 

Hematoporphyrin 

Bei Hematoporphyrin (H P) wurden betrachtfiche morphologische Anderungen mit einem Maximum nach 
65 12 Stunden beobachtet Nach 24 Stunden zeigten 

75,0% (n ~ 9) der Eidottersacke eine schwere Verfarbung der Membran, 
167% (° ■* 2) eine mittlere und 

83% (n =- 1) eine leichte Verfarbung der Membran bei Substanzen, die sowohl mit HP wie auch UVA-Strahlung 
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behandelt worden waren. Im Gegensatz dazu zeigten die KontroDmessungen nur leichte oder mittlere Mem- 
branverf arbungen (bei afleinigem Einsatz von HP 
333% (n=4) leichte und 

25,0% (n=* 3) mittlere Membranverfarbungen; bei der Kontrollgruppe, die nur mit physiologiscber Kochsalzlo- 

sung und UV-A behandelt worden ist 

50,0% (n = 6) leichte Membranverfarbungen und 

25,0% (n=3) mittlere Membranverfarbungen; und schliefilich bei der nur mit physiologischer Kochsalzldsung 

behandelten Vergleichsgruppe waren 

50,0%(n=6)Ieichttind 

167% (n = 2) der Membranen maBig verfarbt). Der Kontingenztafeltest fur geordnete Klassen zeigte ein 
signifikantes Ergebnis (p < 0,00004). 

Nach 24 Stunden zeigten 
50,0% (n =6) der Eidottersacke (DottersackgefaJJmembranen) eine mittlere und 

50,0% (n»6) eine leichte Hamorrhagie, bei der sowohl mit HP wie auch UV-A behandelten Gruppe. Im 
Gegensatz dazu zeigten die Vergleichsproben nur eine leichte Hamorrhagie (HP selbst 
333% (n = 4) einer leichten Hamorrhagie, bei physiologischer Kochsalzlosung und UV-Bestrahlung 
25,0% (n=3) einer leichten Hamorrhagie; und bei physiologischer Kochsalzlosung aflein 
167% (11=2) einer leichten Hamorrhagie). Der Kontingenztafeltest fur geordnete Klassen zeigte ein signifikan- 
tes Ergebnis (p< 0,0000 1)L 

Weiter wurde gefunden, daB in 
417% (n=5) der HP/UV A-Gnipp e es zu einem Tod der Embryos kam, Im Gegensatz dazu wurde bei keiner der 
Vergleichsproben ein Tod der Embryos festgestellt Fisher's Kontingenztafeltest zeigte ein signifikantes Ergeb- 
nis (p< 0,0094). 

8-Methoxypsoralen 

Die wesentfichen morphologischen Veranderungen wurden nach einem Maximum von 12 Stunden beobach- 
tet Nach 24 Stunden zeigten 
1 67% (n =- 2) der Eidottersacke schwere, 
75,0% (n «9) mittlere und 

* 83% (n * 1) leichte Membranverfarbungen in der 8-MOP/UVA-Gruppe, 

Die Vergleichsproben zeigten nur leichte bis mhtlere Membranverf arbungen (MOP selbst 
583% (n- 7) leichte und 

333% (n»4) mittlere Membranverfarbungen; bei der Gruppe, mit physiologischer Kochsalzlosung und UVA 
wurden bei 

50,0% (n »6) leicht verfarbte Membranen gefunden, bei der nur mit physiologischer Kochsalzldsung behandel- 
ten Vergleichsprobe fand man 
417% (n «= 5) leichte Membranverfarbung und 

167% (n— 2) mittlere Membranverfarbung). Der Kontingenztafeltest fur geordnete Klassen zeigte ein signifi- 
kantes Ergebnis (p < 0,00002). 

Nach 24 Stunden fand man bei 
917% (n =■ 1 1) der Eidottersacke eine schwere und 

83% (n= 1) einer mhtleren Hamorrhagie bei der 8-MOP/UVA-Gruppe. Die Vergleichsproben zeigten eine nur 
leichte Hamorrhagie (8- MOP selbst 

167% (n =» 2) leichte Hamorrhagie; bei der Gruppe, die mit physiologischer Kochsalzlosung und UVA gehandelt 
worden ist 

83% (n — 1) leichte Hamorrhagie; bei der nur mit physiologischer Kochsalzldsung behandelten Gruppe 

83% (n«l) leichte Hamorrhagie). Der Kontingenztafeltest fur geordnete Klassen zeigte em signifikantes 

Ergebnis (p < 0,00000). 

Fur die 8-MOP/UVA-Gruppe wurde eine Letali&t der Embryos von 100% (n« 12) festgestellt Im Gegensatz 
dazu wurde bei den Vergleichsproben nie ein Tod der Embryos festgestellt Fisher's Kontingenztafeltest zeigte 
ein signifikantes Resuhat (p < 0,00000). 

Promethazin 

Eine bedeutende Schadigung der DottersackgefaBmembran mh einer Sphze 12 Stunden nach der Bestrahlung 
wurde nur in Bezug auf Promethazin (PMZ) in Kombination mh UVA-Strahhmg festgestellt hiach 24 Stunden 
zeigten 

667% (n — 8) der Eidottersacke eine schwere, 
83% (n = 1) eine mittlere und 

25,0% {n = 3) eine leichte Membranverfarbung in der PMZ/UVA-Gruppe. 

Die Kontrollproben zeigten nur eine leichte oder mittlere Membranverfarbung (PMZ selbst 
50,0% (n — 6) leichte Membranverfarbung; die mit physiologischer Kochsalzlosung und UVA behandelte Grup- 
pe 

583% (n=7) leichte Membranverfarbungen; und die ausschlieBIich mit physiologischer Kochsalzldsung behan- 
delte Gruppe zeigte 

583% (n «= 7) leichte Membranverfarbungen und 

83% (n=-l) mittlere Membranverfarbungen). Der Kontingenztafeltest fur geordnete Klassen zeigte ein signify 
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kantes Ergebnis (p < 0,00005). 

Nach 24 Stunden fand man bei 
41,7% (n«5)der DottersackgefaBmembran eine schwere, bei 
4 1,7% (n = 5) eine mirdere und bei 
5 83% (n « 1) eine leichte Hamorrhagie, in der PMZ/UBA-Gruppe. Die KontrolJversnche zeigten nur eine Ieichte 
Hamorrhagie (PMZ selbst 

83% (n= 1) leichte Hamorrhagie; bei Einsatz einer physiologischen Kochsalzlosung und einer UVA-Bestrah- 
lung 

83% (n = 1) einer leichten Hamorrhagie; und bei physiologischer Kochsalzlosung selbst bei 
io 83% (n«= 1) einer leichten Hamorrhagie). Der Kontingenztaf eltest fur geordnete Kategorien zeigte ein signiH- 
kantes Ergebnis (p < 0,00000). 
Nach 24 Stunden waren 

100% der Embryos in der PMZ/UV A-Grupp e gestorben. Nur zwei tote Embryos fand man in den Vergleichs- 
gruppen (namlich bei der Gruppe mit physiologischer Kochsalzlosung und UVA 
15 83% (n e* 1 ) sowie bei physiologischer Kochsalzlosung selbst 

83% (n « 1)X Fisher's Kontingenztaf eltest zeigte ein signifikantes Ergebnis (p < 0,00000). 

Ciprofloxazin 

20 Eine bedeutende Schadigung der DottersackgefaBmembran wurde nur bei einer ^Combination von Ciproflo- 
xazin (CF) mit UVA gefunden. Nach 24 Stunden waren 
91, 7%(n=l 1) der DottersackgefiBmembranen schwer und 

83% (n«l) der Membranen maBig in der CF/UVA-Gruppe verfarbt Dem gegenuber zeigten die Vergleichs- 
proben leichte und mittlere Membranverfarbungen (CF selbst 
25 75,0% (n «= 9) leichte Membranverfarbungen und 

25,0% (m-3) mittlere Membranverfarbungen; bei der Gruppe, die mh physiologischer Kochsalzlosung und 

UVA behandelt wurde; fand man 

667% (n=8) leichte Membranverfarbung und 

83% (n «= 1) mittlere Membranverfarbung. Bei der ausschlieBlich mit physiologischer Kochsalzlosung fand man 

30 583% (n = 7) leichte Membranverfarbungen und 

83% (n=l) mittlere Membranverfarbungen). Der Kontingenztaf eltest fur geordnete Klassen zeigte ein signifi- 
kantes Ergebnis (p < 0,00000). 

Nach 24 Stunden zeigten 
50,0% (n —6) der Dottersackgefafimembranen eine leichte Hamorrhagie und 

35 167% (n — 2) eine mittlere Hamorrhagie in der CF/UV A-Gruppe. Die Vergleichsproben zeigten nur eine leichte 
Hamorrhagie (CF selbst 

417% (n=5) leichte Hamorrhagie. In der mh physiologischer Kochsalzlosung und UVA behandelten Gruppe 
fand man 

25,0% (n»3) leichte Hamorrhagie und in der ausschfieBtich mh physiologischer Kochsalzlosung behandelten 
40 Gruppe 

333% (n=-=4) leichte Hamorrhagie). Diese Gruppen unterschieden sich nicht deutlich untereinander. Keines der 
Embryos starb in irgendeiner der Gruppen. 

PatentansprQche 

45 

1. Verfahren zur Besthmnung der Phototoxizitat, undVoder Photosensibilitit von Stoffen oder Stoffgemi- 
schen, umfassend die Kontaktierung des chemischen Stoffes oder StofFgemisches mit einem Wirbeltierem- 
bryo oder Geweben oder Geweb ebestandteilen eines Wirbehierembryos, wobei nach der Kontaktierung 
zusatzlich eine Behandlung mit einer elektromagnetischen Strahlung im Bereich von 1 mm bis 200 nm 
50 erfolgt sowie die nachf olgende Beurteilung der Embryo-, Gewebe- oder ZeUpathotogie, 

Z Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB vor der Kontaktierung Her der Khsse Aves 
inkubiert werden, zu einem sp&teren Zeitpunkt nach der embryonalen Gastrulation ein TeQ des EiweiBes 
fiber wenigstens eine Offnung aus dem Ei entfernt wird, gegebenenfaBs eine wehere Inkubation erfolgt und 

schliefilich eine wehere Offnung aus dem oberen Bereich der Eischale fur die Befichtimg vorgesehen wind. 

55 3. Verfahren nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet daB die chemischen Stoffe/StoffgemJsche biologisch 
aknye Substanzen, insbesondere Pharmazeutika, Herbizide oder Insektizide umfassen oder Uchtschutz- 
stoffe fur technische oder biologisch akuVe Substanzen sind. 

4. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Behandlung mit 
einer UV-Strahlung einer Wellenlange < 400 nm, vorzugsweise im Bereich zwischen 400 nm und 250 mn 

go erfolgt 

5. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die UV-Strahlung mit 
einer Bestrahlungsstarke von 1 mj/cm 2 bis 100 J/cm 2 , vorzugsweise 1 bis 20 J/cm 2 UVA, insbesondere 5 bis 
10 J/cm 2 UVA erfolgt 

6. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet daB die Kontaktierung des 
65 Stoffgemisches fur eine Zeit von 10 sec bis 24 Stunden mit Geweben oder Gewebebestandteilen, vorzugs- 
weise der DottersackgefaBmembran oder der chorionauantoischen Membran des Embryos erfolgt 

7. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet daB die Beurteilung der 
makro- und/oder mikroskopischen Embryonalpathologie innerhalb einer Zeit von bis zu 24 Stunden, vor- 
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zagsweisezwischen5minbisl2StundenerfoIgt 

8. Verf ahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekeimzeichnet, daB der Tod des Embryos, 
Hamorrhagie, Membranverfarbung oder die Gewebe- bzw. die Zellpathologie beurteflt werden. 

9. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB Eier der Gattung Gaffifonnes insbesondere 
aber Eier der Gattung Gallus oder Truthahn emgesetzt werdea 

10. Verwendung eines Wirbeltierembryos oder Geweben oder Gewebebestandteilen ernes solchen Embry- 
os zur Bestimmung der Pbototoxizitat, und/oder Photosensibflitat von chemischen Stoffen/Stoffgemischen. 
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